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RESUMO 
 
 
Leptospira interrogans é uma espiroqueta e uma das bactérias causadoras da leptospirose,            
uma doença de muita importância devido a sua distribuição mundial. Sendo o sorovar             
Copenhageni o principal causador de leptospirose humana no Brasil. A capacidade de ​L.             
interrogans evadir o sistema imune está intimamente associada à presença de fatores de             
virulência. Apesar de sua imensa importância, pouco se sabe sobre os mecanismos de regulação              
da expressão gênica de fatores de virulência. Existem descritos 11 pequenos RNAs não             
codificantes no genoma de uma linhagem desta bactéria e análises preliminares indicaram dois             
destes elementos como candidatos a serem pequenos RNAs regulatórios não codificantes que            
poderiam regular termolisinas, sem descartar a possibilidade de regularem outros fatores de            
virulência. Este trabalho propõe analisar, através de uma abordagem genômica, a possibilidade de             
diferentes sorovares de ​L. interrogans compartilharem os mesmos genes associados a           
mecanismos de virulência e regulação gênica destes fatores de virulência. Não foi possível             
realizar correlações entre sorovares e distribuição de fatores de virulência por todos possuírem os              
27 fatores de virulência analisados, sendo possível fazer algumas inferências em relação a             
similaridade das sequências nucleotídicas para os fatores de virulência e a patogênese e virulência              
das linhagens. É possível que sv. Manilae isolado L495 compartilhe de mecanismos de regulação              
de fatores de virulência homólogos aos de sv. Copenhageni str. Fiocruz L1-130, o que levanta a                
possibilidade de outros sv. possuírem estes também. É possível que os sRNAs LIC1nc30,             
sRNA_30_251 e sRNA_37_187 regulem diversas proteínas relacionadas a possíveis fatores de           
virulência, principalmente de modo traducional negativo. Incluindo quatro proteínas hipotéticas          
que podem estar associadas à virulência. Foi possível também caracterizar as estruturas mais             
prováveis para os sRNAs analisados. O método MLST utilizando oito ​loci não parece ser ideal               
para filogenia a nível de sorovar e linhagem. Ainda são necessários muitos estudos para elucidar               
como se dá o transcriptoma dos sv. de ​L. interrogans para que seja possível fazer maiores                
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inferências. Por se tratar de um estudo ​in silico​, é necessário ainda estudos ​in vivo e ​in vitro para                   
a confirmação das possibilidades aqui levantadas. 
Palavras chave:​​ Fator de Virulência. Regulação gênica. Pequeno RNA.  
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ABSTRACT 
 
 
Leptospira interrogans is a spirochaeta and one of the bacteria responsible for            
leptospirosis, a disease of extreme importance because of its global distribution. The serovar             
Copenhageni being the principal pathogen causing human leptospirosis on Brazil. ​L. interrogan​’s            
capacity of evading the immune system is intimate linked to the presence of virulence factors.               
Besides its immense importance, little is known about the regulation mechanisms of the genic              
expression of virulence factors. There are 11 non-coding small RNAs described on the genome of               
a strain of this bacteria, and preliminary analysis pointed two of those elements as candidates to                
be regulatory non-coding small RNAs that may regulate thermolysins, without discarding the            
possibility of regulation of other virulence factors. This project proposes analyse, using a             
genomic approach, the possibility of different serovars of ​L. interrogans to share the same genes               
associate to virulence mechanisms and regulation of those virulence factors. It wasn’t possible to              
correlate virulence factors’ distribution and serovars as all strains had the 27 virulence factors              
analyzed, being possible to make inferences in relation of similarity of nucleotide sequences for              
each virulence factor and strains’ virulence and pathogenesis. It’s possible that sv. Manilae             
isolate L495 share virulence factors regulation mechanisms homologue to sv. Copenhageni str.            
Fiocruz L1-130, which opens the possibility of this mechanism be shared with other serovars. It’s               
possible that the sRNAs LIC1nc30, sRNA_30_251 e sRNA_37_187 regulate diverse proteínas           
related to possible virulence factors, especially in a negative tradutional way. Including four             
hypothetical proteins that may be associated with virulence. It was possible to also characterize              
the possible structural conformation of the sRNAs analyzed The MLST method utilizing eight             
loci seems to not be ideal for serovar and strain phylogeny. It’s still necessary many studies to                 
elucidate the transcriptome of ​L. interrogans​’ sv. to be possible to make more inferences. As this                
is a ​in silico study, it’s necessary yet ​in vivo and ​in vitro ​studies to confirm any possibility rouse                   
here. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 A BACTÉRIA ​Leptospira interrogans 
 
A ordem ​Spirochaetales está presente dentro da classe ​Spirochaetia​, que faz parte do filo              
Spirochaetes (FAINE et al., 1999). Essa classe é dividida em quatro famílias: ​Spirochaetaceae​,             
Brachyspiraceae​, ​Brevinemataceae e ​Leptospiraceae​, sendo esta última a qual o gênero           
Leptospira ​está incluso (PASTER, 2015). A classe possui representantes patogênicos em diversas            
ordens como ​Leptospiriales​, que contém o gênero ​Leptospira​; ​Brachyspiriales​, que contém           
Brachyspira spp., causadora de diarréia em suínos; ​Spirochaetales​, que contém a bactéria            
Treponema pallidum​, causadora da sífilis, e ​Borrelia ​spp., causadora da doença de Lyme             
(GUPTA; MAHMOOD; ADEOLU, 2013). 
O gênero ​Leptospira compreende bactérias gram-negativas, que podem ser saprófitas,          
como ​L. biflexa​, ou patogênicas, como ​L. interrogans ​(PASTER, 1991), alvo deste projeto.             
Alguns autores também incluem um terceiro grupo intermediário (Fig. 1), que não possui uma              
patogenicidade clara, e compreende as seguintes espécies: Leptospira inadai​, ​Leptospira broomii​,           
Leptospira fainei​, ​Leptospira wolffii​ e ​Leptospira licerasiae​ (BOURHY et al., 2014).  
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Figura 1 - Taxonomia do gênero ​Leptospira​, incluindo a classificação de três grupos. 
 
Fonte: LEHMANN et al., 2014. A figura separa as espécies do gênero ​Leptospira em três grupos: Grupo 1,                  
de leptospiras patogênicas, representado em vermelho; Grupo 2, de leptospira de patogenia intermediária,             
representado em verde; e o grupo das leptospira não-patogênicas ou saprofíticas, representado em azul. A seta                
demonstra para onde a patogenicidade cresce. 
 
Historicamente, antes de 1989, o gênero ​Leptospira era dividido em duas espécies: ​L.             
biflexa​, que compreendia todas as espécies saprofíticas do gênero, isoladas do ambiente, e ​L.              
interrogans​, que compreendia todas as espécies patogênicas (​JOHNSON, 1996​), sendo esta           
classificação baseada principalmente em características fenotípicas (​LEVETT, 2001​). Com a          
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substituição por uma classificação genotípica e o estudo de diversas linhagens deste gênero,             
foram definidas diversas espécies (​LEVETT, 2001​), até a chegada na classificação atual.            
Atualmente há 24 espécies dentro do gênero ​Leptospira​, sendo dez dessas espécies capazes de              
causar leptospirose em humanos e outros animais (PICARDEAU, 2017). 
As bactérias do gênero ​Leptospira são aeróbias obrigatórias que crescem lentamente,           
possuindo uma temperatura ótima de crescimento entre 28 e 30ºC (SILVA, 2017), além de muitas               
delas possuírem uma característica morfológica marcante: suas extremidades terminam em forma           
de gancho (Fig. 2), aparentando formar um ponto de interrogação (ADLER; MOCTEZUMA,            
2010). Leptospiras possuem cerca de 0,25 um de diâmetro e entre 6 e 25 um de comprimento,                 
sendo, portanto, capazes de passar por filtros de 0,45 um (BHARTI et al., 2003). A ​Leptospira                
interrogans sv. Copenhageni str. Fiocruz L1-130, em específico, possui dois cromossomos           
circulares, um grande contendo 4.277.185 pares de base, e um menor contendo 350.181 pares de               
base (NASCIMENTO et al., 2004). 
 
Figura 2 - ​Leptospira interrogans​ em microscópio eletrônico de transmissão. 
 
 
Fonte: Fraga, Barbosa e Isaac (2011) 
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1.2 A DOENÇA LEPTOSPIROSE 
 
A infecção por leptospiras pode apresentar-se de formas muito variadas, desde uma            
infecção com sinais subclínicos até uma doença febril indiferenciada, mas também pode            
apresentar quadros sistêmicos mais graves e menos frequentes. Por causa de sua ampla variação              
de sintomas, a leptospirose pode ser confundida com outras doenças como malária e dengue,              
sendo necessário levar em consideração a leptospirose como diagnóstico diferencial (LEVETT,           
2003). Sendo assim, o diagnóstico dessa doença é comumente não confirmado (LEVETT et al.,              
2001). 
Esses casos mais graves de leptospirose, que envolviam febre, aumento do fígado e do              
baço, hemorragias e icterícia, foram identificados por Weil, em 1886, recebendo o nome de              
síndrome de Weil (apud ​DAVIDSON et al., 1934). Tendo, como a apresentação clássica da              
doença. sintomas como icterícia, hemorragia e falha aguda dos rins, com a síndrome de              
hemorragia pulmonar severa sendo uma complicação proeminente (GOUVEIA et al., 2008). 
Em 1915, Inada et al. descreveu o agente causador da leptospirose, assim como sua              
associação com ratos e outros animais como reservatórios e via de transmissão da doença a               
humanos. A leptospira aloja-se nos rins do animal reservatório, sendo excretada juntamente com             
a urina, a transmissão então se dá quando humanos entram em contato com essa urina, seja                
diretamente, ou de modo indireto: através de materiais, solo e água contaminados (WILSON,             
1966). Dependendo de condições ambientais favoráveis, leptospiras podem viver até meses no            
ambiente (​HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011​). 
Leptospirose é uma doença que pode ser encontrada em quase todos os continentes,             
excluindo apenas Antártida, sendo a zoonose mais disseminada no mundo todo (ADLER;            
MOCTEZUMA, 2010). Sendo ainda endêmica em regiões tropicais e subtropicais          
(​HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011​). Os principais grupos de risco afetados          
pela leptospirose são compostos por grupos associados ao contato com reservatórios da doença             
ou locais contaminados por estes, que incluem moradores de favelas, atletas de esportes             
aquáticos, pessoas que participam de atividades recreacionais aquáticas, militares e trabalhadores           
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de esgotos (COSTA et al., 2015; ​MORGAN et al., 2002​; AGAMPODI et al., 2013; ​KATZ et al.,                 
2002​). 
Estima-se que 10 ou mais a cada 100.000 pessoas sejam diagnosticadas com leptospirose             
em regiões tropicais por ano (GENEVA, 2018). Sendo a estimativa para o mundo como um todo                
500.000 pessoas diagnosticadas por ano (​ABELA-RIDDER; SIKKEMA; HARTSKEERL, 2010​). 
Essa doença ainda assim possui uma prevalência maior nos trópicos, onde sua transmissão             
acaba por ser mais favorável, já que leptospiras patogênicas são capazes de sobreviver por mais               
tempo em ambientes que sejam quentes e úmidos (​HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA;          
ELLIS, 2011​). Porém sua transmissão ocorre tanto em países industrializados quanto países em             
desenvolvimento (BHARTI et al., 2003), havendo uma incidência sazonal, com o pico nos             
trópicos ocorrendo junto com a estação chuvosa (LEHMANN et al., 2014) . 
De acordo com a Portaria número 204 do Ministério da Saúde (2016), a leptospirose é               
uma doença de notificação compulsória e imediata no Brasil. Sendo que a região sul do Brasil                
costuma possuir o maior número absoluto de casos de leptospirose no país ​(BLAZIUS, 2005)​. 
Houve um total de ​41.798 casos confirmados de leptospirose entre 2007 e 2017, sendo              
13.654 casos na região sul, com a maior parte dos casos (5.189 casos) na região sul provenientes                 
de Santa Catarina ​(DATASUS, 2018)​. Tornando assim Santa Catarina o estado com o segundo              
maior número de casos totais confirmados de leptospirose entre 2007 e 2017. Nos gráficos 1 e 2,                 
há uma comparação entre as regiões do Brasil dos casos confirmados de leptospirose por ano,               
com a região Sul e Sudeste possuindo os maiores números de casos na maioria dos anos (dos 10                  
anos contabilizados, a região Sul lidera em 5 destes anos, e a região Sudeste em 6 deles), com a                   
região Sul assumindo a liderança nos últimos 3 anos. No gráfico 3, há uma comparação entre os                 
estados da região Sul do país quanto aos casos de leptospirose por 100 mil habitantes por ano,                 
podendo notar que Santa Catarina lidera o número de casos em todos os anos apresentados. 
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Gráfico 1. Casos de leptospirose nas regiões do Brasil por ano. 
 
Fonte: DATASUS, 2018 
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Gráfico 2. Casos de leptospirose nas regiões do Brasil por ano.
 
Fonte: DATASUS, 2018 
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Gráfico 3. Casos de leptospirose nos estados da região sul do Brasil por 100 mil               
habitantes por ano. 
 
Fonte: DATASUS, 2018 
 
Devido a todas as complicações para o reconhecimento da doença, é possível que os casos               
de leptospirose em humanos sejam subnotificados, havendo uma incidência real maior do que             
aquela registrada (SILVA, 2017). 
A leptospirose também é de suma importância para a pecuária, já que pode afetar bovinos,               
suínos e ovinos. Causando diversos problemas, que se traduzem em perda financeira de             
pecuaristas, como distúrbios reprodutivos, principalmente abortos, mastite atípica com queda na           
produção de leite, insuficiência hepática e renal, icterícia e febre (​LANGONI, 1999​). 
Apesar da importância do combate a essa doença, ainda não existe uma vacina potente e               
efetiva sendo comercializada, as vacinas que foram desenvolvidas não são capazes de oferecer             
proteção contra outros sorovares além dos utilizados para fazer a vacina, assim como não              
induzirem memória imunológica, tornando necessário reforços anuais (FRAGA; BARBOSA;         
ISAAC, 2011). O gênero ​Leptospira apresenta aproximadamente 300 sorovares (sv) causadores           
27 
da leptospirose (COSATE et al., 2017), o que torna inviável a produção de uma vacina que                
abranja  todos os sorovares patogênicos (FRAGA; BARBOSA; ISAAC, 2011). 
O sorovar Copenhageni é o maior causador de leptospirose humana, possuindo uma alta             
mortalidade ​(ADLER et al., 2011​). Esses sorovares são classificados a partir de uma análise da               
heterogeneidade estrutural no componente carboidrato do lipopolissacarídeo presente na         
membrana externa da bactéria (BOURHY et al., 2014). Apesar da divisão em sorovares não              
possuir de fato uma base taxonômica (​JOHNSON, 1996​), a análise dos sorovares possui uma              
imensa importância epidemiológica, tendo em vista que provê informações quanto aos possíveis            
hospedeiros reservatórios envolvidos nessa transmissão (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).         
Sendo ainda esses sorovares, em geral, adaptados para hospedeiros mamíferos específicos,           
podendo cada sorovar ser adaptado a mais de um hospedeiro (​HARTSKEERL;           
COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011​). 
 
1.3 MECANISMOS DE VIRULÊNCIA EM BACTÉRIAS 
 
O sistema complemento de seres humanos é capaz de reconhecer e destruir            
microorganismos, possuindo três vias de ativação que garantem o reconhecimento de patógenos            
(FRAGA et al., 2013). Em resposta a esta pressão dos hospedeiros, patógenos evoluíram famílias              
de fatores de virulência, proteínas e outros agentes que são importantes para a capacidade deste               
patógeno infectar seu hospedeiro, incluindo fatores que favorecem invasão, crescimento e           
reprodução dentro do hospedeiro, através da evasão das defesas imunológicas do hospedeiro,            
assim como a aquisição de recursos provenientes do hospedeiro (ARMSTRONG, 2006). 
De acordo com Fraga, Isaac e Barbosa (2016), uma das vias de ação do sistema               
complemento é a via alternativa, que inicia com a hidrólise espontânea de uma cadeia presente no                
elemento C3. Na ativação do sistema complemento, são gerados fragmentos C3b e C4b, que              
podem então se ligar covalentemente a superfícies propícias, como células invasoras localizadas            
perto do local de ativação. E nessas superfícies, formam-se convertases C3 e C5, que mais tarde                
irão desencadear a formação do complexo de ataque de membrana, que culminará na lise do               
microorganismo. Também, a opsonização com C3b e C4b torna mais eficiente a internalização             
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dos microorganismos por neutrofilos, monocitos e macrofagos (FRAGA; ISAAC; BARBOSA,          
2016). Com isso, o elemento C3 é considerado um componente chave do sistema complemento              
de vertebrados (ARMSTRONG, 2006), assim como a molécula central da via alternativa            
(RICKLIN et al., 2010). 
Os mecanismos de virulência em leptospiras são pouco conhecidos, principalmente por           
uma limitação metodológica, já que por muito tempo houve uma falta de ferramentas para              
manipulação genética eficientes para leptospiras patogênicas (KO; GOARANT; PICARDEAU,         
2009). O crescimento lento e a falta de um plasmídeo de ocorrência natural em leptospiras               
patogênicas também dificultou o desenvolvimento deste tipo de ferramenta (EVANGELISTA;          
COBURN, 2010). Pappas, Benaroudj e Picardeau (2015) facilitaram a manipulação genética de            
leptospiras patogênicas através da criação do vetor plasmidial pMaORI, capaz de replicar-se em             
leptospiras saprófitas, intermediárias e patogênicas, expandindo o horizonte de possibilidades de           
estudos utilizando manipulação genética de leptospiras. 
 
1.4 FATORES DE VIRULÊNCIA E PEQUENOS RNAS REGULATÓRIOS 
 
L. interrogans​, assim como outras leptospiras patogênicas, são capazes de inibir algumas            
vias associadas ao sistema imune de seres humanos, em especial a via alternativa, através de               
certas metaloproteases, chamadas termolisinas, que clivam componentes do sistema         
complemento, como o elemento C3, possibilitando assim que a bactéria evada o sistema imune              
(​AMAMURA et al., 2017; FRAGA; ISAAC; BARBOSA, 2016​). Termolisinas fazem parte da            
classe das proteases, uma importante classe de fatores de virulência, que pode agir auxiliando na               
evasão do sistema imune, nutrição e reprodução do patógeno (ARMSTRONG, 2006). A família             
das termolisinas é exclusiva de leptospiras patogênicas, sendo estas termolisinas codificadas por            
diversos genes independentes (​FRAGA et al., 2013​), mas pouco se sabe sobre sua regulação. 
Picardeau ​et al​. (​2008​), ao fazer comparações do genoma de leptospiras patogênicas e             
saprófitas, identificou 1431 genes presentes em pelo menos uma leptospira patogênica e ausente             
em leptospiras saprófitas, ou seja, possíveis genes que codificam fatores de virulência. Dentro             
destes, genes que codificam termolisinas; HtpG, que é homólogo à chaperona Hsp90 de             
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eucariotos (KING et al., 2013) e pensa-se que age em seus substratos de modo a promover                
pequenas mudanças conformacionais possibilitando manter a atividade de seu substrato (PEARL;           
PRODROMOU, 2006); chaperona DnaK, GrpE, GroEL e ClpB, que estão associadas com            
resistência a estresse térmico e virulência (LO et al., 2009; LOURDAULT et al., 2011); além de                
diversos outros genes. 
Caimano et al. (2014) comparou a expressão gênica de ​Leptospira interrogans sorovar            
Copenhageni ​in vitro e adaptada ao hospedeiro, identificando 110 genes que possuem regulação             
positiva apenas ​in vivo e que podem, portanto, configurar-se como fatores de virulência, sendo              
que 11 destes genes não codificam proteínas, apesar de serem ativamente transcritos, tornando-os             
candidatos a serem pequenos RNAs (ácido ribonucleico, na sigla em inglês) regulatórios            
(sRNAs). Destes 11 sRNAs, 7 tiveram funções putativas identificadas, enquanto os 4 restantes,             
incluindo LIC1nc30 e LIC1nc50, ainda não tiveram funções identificadas (CAIMANO et al.,            
2014).  
RNAs regulatórios em bactérias compõem um grupo heterogêneo que possuem diversos           
mecanismos capazes de regular um espectro amplo de respostas fisiológicas (WATERS; STORZ,            
2009). Esses RNAs regulatórios podem agir de diversas formas, atuando na modulação da             
transcrição e da tradução, na estabilidade do RNA mensageiro (mRNA) e na manutenção ou              
silenciamento do DNA (Ácido desoxirribonucleico, na sigla em inglês), assim como podem            
utilizar diferentes mecanismos para tal, entre eles interações com o DNA, pareamento com outros              
RNAs e mudanças na conformação do RNA (WATERS; STORZ, 2009). 
Entre eles, estão os sRNAs trans-codificados de pareamento de bases, que costumam ter             
uma complementaridade limitada com o mRNA alvo e usualmente pareiam com o sítio de              
ligação do ribossomo (RBS, na sigla em inglês) do mRNA, ocluindo-o, o que geralmente leva a                
uma repressão da produção das proteínas através da degradação do mRNA, da inibição da              
tradução ou de ambos (WATERS; STORZ, 2009). Está cada vez mais aparente a importância de               
pequenos RNAs como reguladores (STORZ; ALTUVIA; WASSARMAN, 2005), havendo         
diversos exemplos de RNAs regulando fatores de virulência. Como o plasmídeo de virulência             
pJM1 de ​Vibrio anguillarum​, onde o RNA𝛽 sRNA reduz a expressão de certos fatores de               
virulência pela terminação da transcrição de seus genes (​STORK et al., 2007​), e a CsrB família                
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de sRNAs em ​Salmonella​, ​Erwinia​, ​Yersinia​, ​Vibrio​, e ​Pseudomonads​, que regulam           
negativamente proteínas que são reguladoras globais de genes de virulência nesses organismos            
(​HEROVEN et al., 2008​). 
Pensando-se nisso e utilizando-se a ferramenta IntaRNA, foi feita uma comparação ​in            
silico entre as sequências dos sRNAs e as sequências das termolisinas, visando averiguar se              
haveria uma sobreposição entre as sequências desses sRNAs e os sítios regulatórios dessas             
termolisinas (MAZZON, dados não publicados). Desta forma, foi possível verificar          
complementaridade entre as sequências de LIC1nc30 ou LIC1nc50 com putativos mRNAs das            
quatro termolisinas: LIC10715, LIC13320, LIC13321 e LIC13322 (na nova anotação chamadas           
de LIC_RS03685, LIC_RS17090, LIC_RS17095, LIC_RS17100, respectivamente),      
complementaridade essa que ocupa a região correspondente a RBS dos genes dessas termolisinas,             
indicando um possível papel dos sRNAs regulando negativamente essas termolisinas, mas não é             
possível descartar que outros mecanismos regulatórios possam estar presentes mediados por esses            
sRNAs e não evidenciados pela análise ​in silico​. ​L. interrogans possui dois cromossomos             
circulares (CABELLO; SARTAKOVA; DOBRIKOVA, 2001), sendo que todos os genes aqui           
citados localizam-se no cromossomo 1. 
 
1.5 JUSTIFICATIVA 
 
Até o presente momento, há poucas informações acerca da regulação gênica de            
termolisinas em leptospiras patogênicas, mesmo havendo fortes indícios do papel importante           
dessas proteínas na infecção por leptospiras (​AMAMURA et al., 2017​). Os pequenos RNAs             
regulatórios codificados por LIC1nc30 e LIC1nc50 são possíveis candidatos para possuir papel            
na regulação de termolisinas, sendo que a análise de como ocorre a expressão gênica de fatores                
de virulência é uma ferramenta que pode ser muito útil para elucidar características             
epidemiológicas de doenças (STRAUSS; FALKOW, 1997), como a leptospirose, uma doença           
com distribuição tão ampla e de tamanha importância, principalmente no estado de Santa             
Catarina. 
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1.6 OBJETIVOS 
 
1.6.1 Objetivo Geral 
 
Este projeto tem como objetivo avaliar, através de uma abordagem genômica, a            
possibilidade de diferentes sorovares de ​L. interrogans compartilharem os mesmos mecanismos           
de virulência e regulação gênica destes fatores de virulência. 
 
1.6.2 Objetivos Específicos 
 
● Analisar a presença, conservação e similaridade dos sRNAs LIC1nc30 e          
LIC1nc50, e das termolisinas LIC10715, LIC13320, LIC13321 e LIC13322 nos          
diferentes sv. de ​L. interrogans​; 
● Identificar possíveis genes de virulência já descritos na literatura científica para ​L.            
interrogans​ e analisar sua presença nos diferentes sv. da espécie; 
● Diferenciar os diferentes sv. De ​L. interrogans através da montagem de uma            
árvore filogenética, usando como base marcadores já descritos para ​L.          
interrogans​; 
● Buscar por outros possíveis alvos dos sRNAs LIC1nc30 e LIC1nc50 em ​L.            
interrogans sv. Copenhageni str. Fiocruz L1-130 com enfoque em fatores de           
virulência. Também caracterizar proteínas hipotéticas encontradas através desta        
busca. 
● Caracterizar possíveis conformações estruturais de LIC1nc30 e LIC1nc50, assim         
como de quaisquer formas alternativas destes. 
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2 METODOLOGIA  
 
2.1 SELEÇÃO DE SOROVARES DE ​Leptospira ​sp. A SEREM         
ANALISADOS 
 
Utilizando o banco de dados ​GenBank ​do NCBI (BENSON et al., 2012), averiguou-se             
quais sorovares e linhagens estavam depositados no banco de dados e selecionou-se os espécimes              
que possuíam seu genoma completo ou pelo menos um cromossomo depositados. Foram            
encontradas 9 linhagens completamente sequenciadas (Sv. Bratislava str. PigK151, sv.          
Copenhageni str. FDA-ARGOS 203, sv. Copenhageni str. Fiocruz L1-130, sv. Hardjo str. Norma,             
sv. Lai str. 56601, sv. Lai str. IPAV, Sv. Linhai str. 56609, Sv. Manilae str. UP-MMC-NIID HP,                 
Sv. Manilae str. UP-MMC-NIID LP) e 6 com pelo menos um cromossomo sequenciado (Sv.              
Canicola str. DU114, sv. Canicola str. RUFN, sv. Copenhageni/Icterohaemorrhagiae str. Piscina,           
Sv. Hardjo-prajitno str. Hardjoprajitno, Sv. Manilae isolado L495, Sv. RCA), como é possível ver              
no Quadro 1. Foi também escolhida uma linhagem da bactéria saprófita ​L. biflexa como um               
controle negativo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
34 
 
 
Quadro 1 - Linhagens selecionados para as análises com código de acesso, estágio de              
sequenciamento e origem. 
Sorovar/Linhag
em 
Código de 
Acesso 
Estágio de 
Sequenciamento 
Origem 
(Local) 
Origem 
(Hospedeiro) 
Bratislava str. 
PigK151 
NZ_CP011410 Completamente 
sequenciado 
Iowa, USA Porco 
Canicola str. 
DU114 
CP022883 Parcialmente 
sequenciado 
Brasil Humano 
Canicola str. 
RUFN 
CP022885 Parcialmente 
sequenciado 
Fernando de 
Noronha, Brasil 
Rato 
Copenhageni str. 
FDA-ARGOS 
203 
NZ_CP020414 Completamente 
sequenciado 
EUA Humano 
Copenhageni str. 
Fiocruz L1-130 
NC_005823 Completamente 
sequenciado 
Salvador, Brasil Humano 
Copenhageni/Ict
erohaemorrhagi
ae str. Piscina 
NZ_CP018146 Parcialmente 
sequenciado 
Sul do Brasil Humano 
Hardjo str. 
Norma 
NZ_CP012603 Completamente 
sequenciado 
Minas Gerais, 
Brasil 
Gado 
Hardjo-prajitno 
str. 
Hardjoprajitno 
NZ_CP013147 Parcialmente 
sequenciado 
Indonesia Humano 
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Lai str. 56601 
NC_004342 Completamente 
sequenciado 
Pequin, China Humano 
Lai str. IPAV 
NC_017551 Completamente 
sequenciado 
China Humano 
Linhai str. 56609 
NZ_CP006723 Completamente 
sequenciado 
Linhai, China Humano 
Manilae isolado 
L495 
NZ_LT962963 Parcialmente 
sequenciado 
Filipinas Humano 
Manilae str. 
UP-MMC-NIID 
HP 
NZ_CP011934 Completamente 
sequenciado 
Filipinas Humano 
Manilae str. 
UP-MMC-NIID 
LP 
NZ_CP011931 Completamente 
sequenciado 
Filipinas Humano 
RCA 
CP022538 Parcialmente 
sequenciado 
Brasil Cachorro 
L. biflexa​​ sv. 
Patoc str. Patoc I 
(Paris) 
NC_010602.1 Completamente 
sequenciado 
Paris, França Ambiente 
L. borgpetersenii 
sv. Hardjo-bovis 
str. L550 
NC_008508.1 Completamente 
sequenciado 
Austrália Não disponível 
Fonte: Genbank 
 
2.2 ANÁLISE DA PRESENÇA DE SEQUÊNCIAS HOMÓLOGAS A LIC1nc30, LIC1nc50,          
LIC10715, LIC13320, LIC13321, E LIC13322 EM DIVERSOS SV. DE ​L. interrogans 
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Através das sequências já conhecidas e anotadas dos genes codificantes de dois RNAs             
possivelmente regulatórios (LIC1nc30, localização no genoma entre 849.634 e 849.900, e           
LIC1nc50, localização no genoma entre 2.109.156 e 2.109.444) e das quatro termolisinas            
(LIC10715/LIC_RS03685, LIC13320/LIC_RS17090, LIC13321/LIC_RS17095, e    
LIC13322/LIC_RS17100) já descritas para ​Leptospira interrogans sv. Copenhageni str. Fiocruz          
L1-130, foi utilizado a ferram BLAST (​B​asic ​L​ocal ​A​lignment ​S​earch ​T​ool​; ALTSCHUL et al.,              
1990) para comparar cada uma dessas sequências com os genomas disponíveis no banco de dados               
GenBank ​para o sorovares escolhidos. Tendo em vista identificar genes possivelmente           
equivalentes aos do sorovar Copenhageni em outros sorovares. 
 
2.3 ANÁLISE DA PRESENÇA DE GENES CODIFICANTES PARA OUTROS FATORES DE           
VIRULÊNCIA EM DIVERSOS SV. DE ​L. interrogans 
 
A partir de fatores de virulência já descritos na literatura científica para ​L. interrogans​,              
procurou-se no banco de dados ​GenBank a presença de anotações para cada um destes genes em                
cada um dos sorovares escolhidos. Na ausência de anotações para estes genes, foi feito um               
BLAST entre as sequências destes fatores de virulência, provenientes em geral do sv.             
Copenhageni str. Fiocruz L1-130, e o genoma dessas linhagens, para garantir que elas de fato não                
possuem a sequência deste gene para fator de virulência, ao invés de apenas uma ausência de                
anotação. Após isso, foi feito um alinhamento utilizando a ferramenta MUSCLE - ​Mu​ltiple             
S​equence ​C​omparison by ​L​og- ​E​xpectation (EDGAR, 2004), e a partir da árvore filogenética             
disponibilizada pelo programa, analisou-se a relação entre a similaridade dos fatores de virulência             
dentre as linhagens e sorovares de ​L. interrogans e a associação destes com a virulência e                
patogênese destas linhagens. 
 
2.4 BUSCA DE POSSÍVEIS ALVOS DOS sRNAS LIC1nc30 E LIC1nc50 EM ​L. interrogans             
sv. Copenhageni str. FIOCRUZ L1-130 
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Por meio da utilização da ferramenta IntaRNA (MANN; WRIGHT; BACKOFEN, 2017),           
foi realizada uma busca por possíveis pareamentos entre os pequenos RNAs LIC1nc30 e             
LIC1nc50 com o genoma de ​L. interrogans sv. Copenhageni L1-130, tendo como parâmetros que              
o pareamento pudesse ocorrer entre os sRNAs e a região compreendida entre 150 nucleotídeos              
antes do códon de início de tradução da fase aberta de leitura até 50 nucleotídeos depois deste                 
mesmo códon. 
A partir desses dados, por meio da utilização da plataforma KEGG - ​Kyoto ​Encyclopedia              
of Genes and Genomes (KANEHISA et al., 2018), a sequência nucleotídica dos genes apontados              
na análise do IntaRNA foram obtidas, especialmente aquelas correspondentes aos possíveis sítios            
de hibridação com os sRNAs (150 nucleotídeos antes e 50 nucleotídeos depois do códon de início                
de tradução da fase aberta de leitura), para que então, utilizando-se a ferramenta BLAST, ser               
possível comparar essa sequência com os dados de RNAseq de Caimano e colaboradores (2014),              
de modo a se identificar se estas sequências, onde pode houver este pareamento com os sRNAs,                
são transcritas para mRNA e poderiam de fato serem alvos de uma regulação pós-transcricional              
e/ou traducional. Tendo em vista a limitação da ferramenta em questão quando usada contra um               
genoma por inteiro, onde apenas são apresentados os 100 pareamentos considerados mais            
prováveis, além de privilegiar pareamentos mais longos, foi feito também o pareamento entre             
cada fator de virulência escolhido, utilizando os mesmos parâmetros anteriores de 150            
nucleotídeos antes e 50 depois do códon de início de tradução da fase aberta de leitura dos fatores                  
de virulência em questão. 
 
2.5 CARACTERIZAÇÃO DE POSSIVEIS CONFORMAÇÕES ESTRUTURAIS DOS sRNAS 
 
Utilizando-se a ferramenta Mfold (ZUKER, 2003), procurou-se as mais prováveis          
conformações estruturais dos sRNAs LIC1nc30 e LIC1nc50. A partir da estrutura mais provável,             
escolhida aquela que resultava em um menor gasto de energia, comparou-se as porções das              
sequências dos sRNAs que ficariam livres em alças com as porções dos sRNAs que              
possivelmente pareiam com proteínas para identificar uma possível regulação ​in trans​. 
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2.6 ANÁLISE DE PROTEÍNAS HIPOTÉTICAS DE ​L. interrogans sv. Copenhageni str.           
FIOCRUZ L1-130 
 
A partir dos dados das análises com IntaRNA e Mfold, aquelas sequências consideradas             
possíveis de serem reguladas pelos sRNAs e que estavam anotadas no genoma como gene              
codificante para proteínas hipotéticas foram analisadas por meio da utilização das ferramentas            
Phyre2 - ​P​rotein ​H​omology/analog​Y ​R​ecognition ​E​ngine V 2.0 (KELLEY et al., 2015), SMART             
– ​Simple Modular Architeture Research Tool (LETUNIC; BORK, 2017), I-TASSER ​Protein           
Structure and Function Predictions (YANG et al., 2015) e dos bancos de dados TCDB –               
Transport Classification Database (SAIER et al., 2015) e Pfam (FINN et al., 2016), para              
identificar uma possível função dessas proteínas. 
 
2.7 ANÁLISE DE sRNAs EQUIVALENTES A LIC1nc30 E LIC1nc50 DOS SOROVARES 
 
Usando os dados disponibilizados por Zhukova e colaboradores (2017) quanto aos sRNAs            
encontrados em ​L. interrogans sv. Manilae isolado L495, procurou-se algum que pudesse ter uma              
sequência equivalente a LIC1nc30 ou LIC1nc50. Aqueles que equivaliam pelo menos           
parcialmente a esses sRNAs foram analisados através da ferramenta IntaRNA contra as            
sequências de 150 nucleotídeos antes e 50 depois do códon de início da fase aberta de leitura das                  
termolisinas, para verificar se haveria uma manutenção do pareamento, podendo indicar assim            
uma possível manutenção de função regulatória. Foi feito o mesmo também para quaisquer             
formas alternativas dos sRNAs LICnc30 e LIC1nc50. 
 
2.8 MONTAGEM DE ÁRVORE FILOGENÉTICA PARA OS SV. DE ​L. interrogans 
 
Os genes usualmente utilizados no método MLST (​m​ulti​l​ocus ​s​equence ​t​yping​) descritos           
para leptospiras patogênicas (BOONSLIP et al., 2013; VARNI et al., 2014; AHMED et al., 2006)               
encontram-se descritos no banco de dados PubMLST - ​Public databases for molecular typing             
and microbial genome diversity ​(JOLLEY; BRAY; MAIDEN, 2018) foram concatenados em um            
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único arquivo multifasta e submetidos a alinhamento usando a ferramenta MUSCLE. O quadro 2              
mostra os genes utilizados. A partir deste arquivo multifasta, utilizou-se a ferramenta MEGA7 –              
Molecular Evolutionary Genetic Analysis ​Version 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016)          
para se montar uma árvore filogenética, com os seguintes parâmetros: método Maximum            
Likelihood, teste Bootstrap Method 1000 replicações. 
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Quadro 2 - Genes utilizados para a montagem da árvore filogenética. 
Gene Produto Putativo Tamanho do Gene 
(pb) 
adk Adenilato Cinase 531-557 
icdA Isocitrato Desidrogenase 674 
lipL32 Lipoproteina L32 474 
lipL41 Lipoproteina L41 520 
glmU UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase 650 
pntA NAD(P) trans-hidrogenase subunidade alfa  621 
mreA Proteína RodA determinante de forma de haste 719 
rrs2 RNA ribossomal 16s 541 
secY Pré-proteina Translocase subunidade SecY 549 
Fonte: NALAM, 2018 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 SELEÇÃO DE SOROVARES 
 
Através de busca na literatura científica, pode-se encontrar os principais hospedeiros de            
cada um destes sorovares (Quadro 3), de modo a melhor caracterizar as linhagens. 
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Quadro 3 - Principais hospedeiros de cada sorovar de ​L. interrogans​. 
 
Fonte: Bharti et al. (2003); Llanes, Restrepo e Rajeev (2016); Romero et al. (1994); Blazius et al. (2005); Lilenbaum                   
(1998); Loffler et al. (2014); Moreno et al. (2018); ADLER et al. (2011). 
 
3.2 FATORES DE VIRULÊNCIA E PEQUENOS RNAS 
 
No quadro 4, é possível ver que a análise com BLAST mostrou que os genes para os                 
pequenos RNAs não codificantes (LIC1nc30 e LC1nc50) e para as termolisinas (LIC13320,            
LIC13321, LIC13322, e LIC10715) estão todos presentes, com acima de 90% de similaridade             
com as sequências conhecidas, em 11 das linhagens analisadas (73,3%). LIC1nc30, LIC10715 e             
LIC13322 estão presentes, com acima de 90% de similaridade, em 13 das linhagens (86,7%),              
enquanto LIC1nc50, LIC13320 e LIC13321 estão presentes em todas as linhagens (100%). 
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Quadro 4 - Presença de sequência homólogas a LIC1nc30, LIC1nc50, LIC10715, LIC13320,            
LIC13321 e LIC13322. 
 
Fonte: BLAST. A ​checkbox em verde indica presença de uma única cópia do gene, o quadrado em vermelho indica                   
ausência do gene, * indica presença de uma possível forma modificada do gene, e um triângulo amarelo na ponta                   
superior direita da célula indica a presença de duas cópias do gene. Com fundo verde estão as análises do sorovar                    
Copenhageni str. Fiocruz L1-130, que foi um controle positivo, e com fundo vermelho ​L. biflexa sv. Patoc str. Patoc                   
1 (Paris), que foi usada como controle negativo. 
 
Sv. Canicola str. DU114 apresenta uma possível forma alternativa de LICnc30, possuindo            
uma deleção de 95 nucleotídeos (Fig. 3). Do mesmo modo, sv. Lai str. 56601 e sv. Lai str. IPAV                   
apresentaram uma possível forma alternativa de LIC13322, havendo uma similaridade entre essas            
sequências e LIC13322 de 88%, e esta diferença não parece afetar o sítio catalítico, descrito por                
Fraga (2014), destas termolisinas. Sendo que estas possíveis formas alternativas presentes em            
linhagens de sv. Lai são iguais entre si (100% de similaridade). Sv. Canicola str. RUFN não                
possui nenhum gene equivalente a LIC1nc30 e LIC10715, enquanto Sv. Canicola str. DU114 não              
possui apenas LIC10715. 
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Figura 3 - Pareamento entre LIC1nc30 e possível forma alternativa de LIC1nc30 de sv.              
Canicola str. DU114. 
 
Fonte: BLAST. Em rosa e vermelho estão demonstradas as sequências de sv. Canicola str. DU114 que possuem 
homologia a LIC1nc30, sendo entre elas os 95 nucleotídeos da sequência de LIC1nc30 que não possuem homologia 
a nenhuma sequência de sv. Canicola str. DU114. 
 
A deleção presente em LIC1nc30 de sv. Canicola str. DU114 não é devido ao              
sequenciamento parcial da linhagem. E esta deleção parece afetar a funcionalidade do sRNA             
possivelmente expresso por ela, tendo em vista que essa deleção causa uma perda de pareamento               
entre o sRNA e as termolisinas. Mais sobre isso será tratado nos tópicos seguintes.  
Essa forma alternativa da termolisina LIC13322 das linhagens do sv. Lai não tira a              
capacidade da linhagem de ser patogênica, tendo em vista que sv. Lai str. 56601 é uma linhagem                 
patogênica e bem virulenta (ZHONG et al., 2011). Não se sabe se esta modificação afeta a                
funcionalidade da termolisina, porém, mesmo que afete a funcionalidade, a perda de uma das              
termolisinas pode não afetar a virulência da bactéria pela presença das outras termolisinas             
suprirem a função da termolisina não funcional. 
Todas as linhagens de ​L. interrogans analisadas são patogênicas, fazendo com que seja de              
extrema importância para a bactéria a presença de pelo menos um gene codificante de              
termolisina, uma proteína de tamanha importância como fator de virulência e capaz de clivar o               
componente C3 do sistema complemento (​AMAMURA et al., 2017; FRAGA; ISAAC;           
BARBOSA, 2016​). 
A presença de sequência para LIC1nc50 em todas as linhagens indica uma forte             
conservação desta sequência, e pode indicar um possível papel regulatório importante dentro das             
linhagens. Do mesmo modo, a conservação de LIC1nc30 na maioria das linhagens, excluindo             
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apenas as linhagens do sv. Canicola, também pode indicar um papel regulatório de um gene               
importante para estas linhagens. Sendo que a ausência de genes homólogos a estes em ​L. biflexa​,                
uma espécie saprofítica, pode indicar um possível papel regulatório em genes de virulência 
No quadro 5, encontram-se os genes de virulência escolhidos para análise, com suas             
respectivas referências. Foram selecionados um total de 27 genes codificantes para fatores de             
virulência. A partir das análises, encontrou-se que todos os genes estão presentes em todas as               
linhagens patogênicas de ​L. interrogans​, sendo ainda cinco destes genes também encontrados em             
L. biflexa​ (Quadro 6). 
 
Quadro 5 - Genes para fatores de virulência selecionados para o presente estudo com suas               
respectivas referências. 
Produto gênico ou fator de virulência Referências 
Proteína da família MCE (​mammalian cell 
entry​) 
Zhang et al. (2012); Fraser e Brown (2017) 
MviN Ling et al. (2006); Bouchet et al. (2003); 
Adhikarla et al. (2018); Jadhav et al. (2014) 
Proteína LptD de montagem de LPS 
(lipopolissacarídeo) 
Grassmann, Souza e Mcbride (2017); 
Grassmann et al. (2017) 
Hemolisinas (​hlyX​/LIC_10325; III; 
LIC_11040; esfingomielina 
fosfodiesterase/LIC_12632; esfingomielina 
fosfodiesterase/LIC_12631; ​sphH​; 
tlyB​/hemolisina B) 
Fraser e Brown (2017); Lee (2002); 
Trowbridge et al. (1981); Kasarov (1970) 
Fator de montagem de proteína de membrana 
externa 
Cullen (2002) 
Rfb ​loci​ (​rfbA; rfbB; rfbC; rfbD​) COSATE et al. (2017) 
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LenA Verma et al. (2010); Fraser e Brown (2017) 
LigA; LigB; LigC Matsunaga et al. (2003); Koizumi e Watanabe 
(2004); Palaniappan et al. (2006); Choy et al. 
(2007); Fraser e Brown (2017) 
LipL32 Cullen (2002); Zeng et al. (2015); Fraser e 
Brown (2017); Guerreiro et al. (2001) 
Flagelina  Lin, Bughio e Surujballi (1999); Evangelista 
e Coburn (2010) 
HtpG King et al. (2013) 
ClpB Zeng et al. (2015); Lourdault et al. (2011) 
Colagenase (​colA​)  Janwitthayanan et al. (2013); Kassegne et al. 
(2013) 
Proteína chaperona Hsp70 (​dnaK​) Guerreiro et al. (2001); Ballard et al. (1998) 
Peroxirredoxina Hofmann, Hecht e Flohé (2002); Arias et al. 
(2014); Sakolvaree et al. (2007) 
LipL45 Zeng et al. (2015); Vijayachari et al. (2015); 
Fraser e Brown (2017); Artiushin et al. 
(2004); Guerreiro et al. (2001) 
Fonte: Autora. 
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Quadro 6 - Presença dos Genes de alguns dos fatores de virulência selecionados em cada sorovar                
de ​L. interrogans​, assim como um sorovar de ​L. biflexa​. 
 
Fonte: GenBank, editado pela autora. 
 
De fato há pouca variação entre os sorovares de ​L. interrogans​, o que era de se esperar,                 
tendo em vista que estes fazem parte da mesma espécie. Isso pode, portanto, significar que há                
mais fatores de virulência do que os abordados pelo presente estudo e que estes apresentam uma                
variação entre sorovares, ou ainda então que as diferenças entre o grau de virulência de cada                
linhagem se dá possivelmente por diferenças de expressão dos fatores de virulência, já que os               
genes para estes estão presentes em todas as linhagens. Sendo então, de qualquer modo,              
necessários mais estudos quanto ao padrão de expressão destes genes nestas linhagens. 
A proteína da família MCE, a proteína LptD de montagem de LPS, o fator de montagem                
de proteína de membrana externa e a flagelina, que parecem ter uma função também estrutural,               
não apenas relacionados à virulência, aparecem também na espécie saprofítica, mas o que não              
exclui o papel deles na virulência de ​L. interrogans​. Contudo, o fato de haver sequências               
homólogas a genes para fatores de virulência não significa necessariamente uma expressão destes             
fatores de virulência, como parece ser o caso de proteínas da família MCE. Apesar de ​L. biflexa                 
possuir a sequência para este fator de virulência, já foi determinado que esta proteína não é                
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expressa nesta espécie nas condições testadas (ZHANG et al., 2012), o que pode também              
acontecer com LigA, que está presente em ​L. biflexa​. 
Estruturas expostas na superfície da bactéria são presumivelmente os fatores que mediam            
a adesão da leptospira às células do hospedeiro, sendo que, assim como outras espiroquetas,              
leptospiras possuem diversas lipoproteínas, que podem então estarem envolvidas na mediação           
das interações com à célula hospedeira (MATSUNAGA et al., 2003). A matriz extracelular do              
hospedeiro, que inclui colágeno, laminina, fibronectina e fibrinogênio, pode servir como           
substrato tanto para adesão do patógeno às células do hospedeiro como também para a fixação               
dos microrganismos colonizantes (PATTI et al., 1994). Já é bem caracterizado que tanto adesão              
quanto colonização do tecido do hospedeiro pelo patógeno é um evento de suma importância e               
que ocorre cedo no processo de infecção (BARBOSA et al., 2006). 
Os fatores de virulência LigA, LigB e LigC são de extrema importância para interações              
entre patógeno e hospedeiro (MCBRIDE et al., 2009), sendo capazes de ligarem com diversas              
proteínas da matriz extracelular do hospedeiro, incluindo fibronectina, colágenos, laminina e           
elastina, assim como possivelmente participando de diversos estágios da infecção (CHOY et al.,             
2007). Essas proteínas podem também estar associadas à especificidade do sorovares a seus             
hospedeiros principais, assim como a evasão do sistema imune (KOIZUMI; WATANABE,           
2004). LigA e LigB também demonstram homologias a proteínas de ligação celular de outras              
bactérias, como ​Yersinia spp. e ​Clostridium spp. (PALANIAPPAN et al., 2006). Sendo que esta              
proteína de ligação celular de ​Yersinia spp. já demonstrou possuir capacidade de clivar o              
componente C3 do sistema complemento (SODEINDE et al., 1992). 
LigB parece apenas ser expressa ​in vivo​, sendo tanto LigA quanto LigB possíveis             
candidatos a antígenos para vacinas contra leptospiras patogênicas (KOIZUMI; WATANABE,          
2004; PALANIAPPAN et al., 2006; CHOY et al., 2007). A perda de LigA e LigB já foi                 
associada à perda da capacidade de produzir uma infecção letal em hamsters (MATSUNAGA et              
al., 2003). É possível que LigC seja na verdade um pseudogene (MATSUNAGA et al., 2003). 
Sv. Manilae str. UP-MMC-NIID HP e sv. Manilae str. UP-MMC-NIID LP derivam de             
uma mesma linhagem, com uma sendo depois de diversas passagens em meio de cultura em               
laboratório e, portanto, avirulenta (sv. Manilae str. UP-MMC-NIID HP), enquanto a outra, depois             
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de poucas passagens (sv. Manilae str. UP-MMC-NIID LP) (SATOU et al., 2015), justificando             
assim a sua similaridade de sequência nucleotídica para os putativos ​ligA (Fig. 4), ​ligB ​(Fig. 5) e                 
ligC (Fig.6). Há indícios de que as linhagens pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae ao             
redor do mundo sejam muito similares entre si (JAEGER et al., 2018), justificando sua              
semelhança em ​ligA​. Sv. Manilae isolado L495 e sv. Lai str. 56601 são linhagens bastante               
virulentas (YANAGIHARA et al., 2007; HUANG et al., 2014), o que poderia explicar a              
similaridade entre as linhagens em ​ligA​, porém não se possui dados da virulência de str. RCA,                
não sendo possível se fazer maiores inferências neste caso. Sv. Hardjo-prajitno str. Hardjoprajitno             
e sv. Hardjo str. Norma apresentam cerca de 99,9% de semelhança entre suas sequências              
nucleotídicas (LLANES; RESTREPO; RAJEEV, 2016), justificando sua proximidade em ​ligA e           
ligC​, porém não se há dados da virulência de sv. Hardjoprajitno str. Hardjo-prajitno (LLANES;              
RESTREPO; RAJEEV, 2016) 
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Figura 4 - Árvore mostrando a semelhança entre as sequências putativas de ​ligA nos diversos               
sorovares. 
 
Fonte: MUSCLE. 
 
Figura 5 - Árvore mostrando a semelhança entre as sequências putativas de ​ligB nos diversos               
sorovares. 
 
Fonte: MUSCLE. 
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Figura 6 - Árvore mostrando a semelhança entre as sequências putativas de ​ligC nos diversos               
sorovares. 
 
Fonte: MUSCLE. 
 
LenA é uma proteína de superfície com múltiplas funções, envolvidas na adesão, evasão             
imune e invasão de tecidos do hospedeiro (VERMA et al., 2010; FRASER; BROWN, 2017).              
Para que a leptospira possa disseminar-se para diversos órgãos ao infectar um hospedeiro, é              
preciso que ela seja capaz de ultrapassar as barreiras impostas pelo tecido do hospedeiro, deste               
modo, essa proteína, que é capaz de se ligar ao plasminogênio do hospedeiro e ativá-lo, pode                
utilizá-lo para degradar estas barreiras no tecido do hospedeiro, principalmente a fibronectina            
(VERMA et al., 2010). LenA também já se mostrou ser mais expressa à 37ºC, uma condição que                 
imita a temperatura encontrada na infecção de um hospedeiro humano (FRASER; BROWN,            
2017). A árvore de similaridade de ​lenA​, assim como de outros genes, não estão mostradas neste                
trabalho em virtude de não haver o que discutir sobre elas. 
A proteína LipL32 é considerada ser o antígeno protéico imunodominante em leptospiras,            
sendo também a proteína mais abundante na membrana externa de leptospiras (CULLEN, 2002).  
LipL32 talvez sofra de um processamento pós-transcricional, apesar de ser raro este tipo de              
processamento em proteína de superfície de bactérias resultando em mais de uma proteína             
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codificada por um único gene. Também, LipL32 já demonstrou facilitar a hemólise mediada pela              
esfingomielinase codificada por ​sphH ​(CULLEN, 2002). 
Já foi demonstrado que a membrana externa de ​L. interrogans é constituída por pelo              
menos 67 unidades proteicas diferentes, sendo estas produtos de pelo menos 12 genes diferentes,              
o que ressalta a importância do fator de montagem de proteínas da membrana externa tanto para a                 
sobrevivência da bactéria, quanto para sua possível patogênese (CULLEN, 2002). 
As proteínas da família MCE estão associadas à adesão, que ocorre com a ligação da               
bactéria a integrinas, e à invasão da leptospira às células de seus hospedeiros principalmente              
durante os primeiros estágios da infecção, sendo ainda a falta deste gene associada a uma menor                
da virulência da bactéria, devido a uma diminuição da capacidade de adesão e invasão (ZHANG               
et al., 2012; PALANIAPPAN; RAMANUJAM; CHANG, 2007). 
RfbA, RrfbB, RfbC e RfbD contribuem para a biossíntese de LPS, em especial o              
antígeno-O, uma estrutura importante que determina o sorovar das leptospiras          
(PEÑA-MOCTEZUMA; BULACH; ADLER, 2001). Por isso, faz sentido que em todos os ​loci as              
linhagens pertencentes aos mesmos sorovares se agrupem (Fig. 7 à 10). Não foi definido um               
sorovar para str. RCA, sendo possível especular que esta linhagens faça parte do sv.              
Copenhageni, tendo em vista que esta linhagem fica próxima de sv. Copenhageni str. Fiocruz              
L1-130 e sv. Copenhageni str. FDA-ARGOS 203 em ​rfbB​, ​rfbC​ e ​rfbD​. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
52 
Figura 7 - Árvore mostrando a semelhança entre as sequências putativas de ​rfbA nos diversos               
sorovares. 
 
Fonte: MUSCLE. 
 
Figura 8 - Árvore mostrando a semelhança entre as sequências putativas de ​rfbB nos diversos               
sorovares. 
 
Fonte: MUSCLE. 
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Figura 9 - Árvore mostrando a semelhança entre as sequências putativas de ​rfbC nos diversos               
sorovares. 
 
Fonte: MUSCLE. 
 
Figura 10 - Árvore mostrando a semelhança entre as sequências putativas de rfbD nos diversos               
sorovares. 
 
Fonte: MUSCLE. 
 
ClpB é uma proteína de choque térmico, que já se demonstrou ser mais expressa em uma                
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temperatura de 37ºC, similar a temperatura corporal humana, assim como há uma forte correlação              
entre sua presença na leptospira e um aumento da virulência (ZENG et al., 2015; LOURDAULT               
et al., 2011). Também se pensa que ClpB esteja de alguma forma relacionada com uma resposta                
geral a estresse, assim como há relatos de diminuição da virulência de leptospiras com perda de                
funcionalidade desta proteína (LOURDAULT et al., 2011). 
HtpG parece ter uma função semelhante à ClpB, sendo importante para resposta a estresse              
da leptospira, principalmente em altas temperaturas e mudança de osmolaridade, com sua            
ausência também correlacionada com uma diminuição da virulência (KING et al., 2013). King e              
colaboradores (2013) também descreveram um possível papel de htpG auxiliando na mudança            
conformacional de proteínas. 
A proteína de superfície LipL45 somente é expressa em linhagens com poucas passagens             
(ZENG et al., 2015). Esta proteína é considerada uma porina (GUERREIRO et al., 2001). É               
considerada uma forte candidata como antígeno para vacinas contra leptospiras patogênicas           
(VIJAYACHARI et al., 2015). 
DnaK é uma proteína chaperona de choque térmico, que já foi descrita como regulada              
positivamente em temperaturas correspondente a de hospedeiros de leptospiras (GUERREIRO et           
al., 2001). Esta proteína tem um papel crítico no reparo, dobramento e montagem de proteínas               
durante estresse térmico (BALLARD et al., 1998), como pode acontecer durante a infecção no              
hospedeiro. 
A ação hemolítica de hemolisinas, que afetam diversas células de hospedeiros mamíferos,            
é importante para a patogênese das leptospiras (LEE, 2002), muitas delas agem por meio da               
degradação ocasionada pela esfingomielinase sobre eritrócitos (TROWBRIDGE et al., 1981;          
KASAROV, 1970). A hemolisina codificada por ​sphH​, assim como outras hemolisinas, possui            
ação hemolítica, sendo que a hemólise causada por ela está associada à formação de poros na                
membrana da célula-alvo, ela também possui homologia com uma hemolisina de ​L.            
borgpetersenii (LEE et al., 2000). A criação de poros por hemolisinas permite a passagem de               
moléculas para dentro da célula afetada, e a alta concentração de macromoléculas dentro da              
célula gera uma pressão osmótica que causa entrada de água na célula e, consequentemente, a lise                
da célula (LEE, 2002). 
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Na China, a hemorragia pulmonar associada à leptospirose tem sido uma complicação            
mais proeminente (NALLY et al., 2004). A similaridade da Esfingomielina fosfodiesterase           
hemolisina homóloga a LIC_12631 (Fig. 11) e SphH (Fig. 12) em sv. Lai str. 56601, sv. Lai str.                  
IPAV e sv. Linhai str. 56609 pode ter alguma relação a isto, já que estas três linhagens foram                  
isoladas de casos de leptospirose na China. Porém, síndrome de hemorragia pulmonar severa             
associada à leptospirose tem sido também uma preocupação mais frequente para leptospirose            
ocasionada por sv. Copenhageni str. Fiocruz L1-130 (GOUVEIA et al., 2008; SØNDERGAARD            
et al., 2016), que não tem a sequência nucleotídica para a esfingomielina fosfodiesterase             
hemolisina codificada por LIC_12631 tão similar às três linhagens da China. 
 
Figura 11 - Árvore mostrando a semelhança entre as sequencias de genes codificantes para              
putativas esfingomielina fosfodiesterase hemolisina homóloga a codificada por LIC_12631 nos          
diversos sorovares. 
 
Fonte: MUSCLE. 
 
 
 
 
56 
Figura 12 - Árvore mostrando a semelhança entre as sequências putativas de ​sphH nos diversos               
sorovares. 
 
Fonte: MUSCLE. 
 
MviN é uma proteína de membrana (JADHAV et al., 2014) e tem função relacionada com               
fixação e invasão de células eucarióticas (REN et al., 2003), sendo importante para a adaptação               
das leptospiras ao hospedeiro (ADHIKARLA et al., 2018). Deficiências em MviN geram uma             
interferência estrutural com a camada peptideoglicana, desse modo dificultando a sobrevivência           
da bactéria (JADHAV et al., 2014). 
LptD é uma porina presente na membrana externa das leptospira, que possui um papel              
importante na sobrevivência da bactéria e na patogenia dela (GRASSMANN et al., 2017), já que               
sua função consiste na montagem de LPS da membrana externa das leptospiras (GRASSMANN;             
SOUZA; MCBRIDE, 2017).  
A peroxirredoxina é de suma importância para as leptospiras lidarem com estresse            
oxidativo (HOFMANN; HECHT; FLOHÉ, 2002; SAKOLVAREE et al., 2007), e é uma proteína             
envolvida na evasão do sistema imune do hospedeiro (ARIAS et al., 2014). 
A flagelina, em conjunto com a proteína de bainha externa, ajuda a compor o flagelo das                
leptospiras (LIN; BUGHIO; SURUJBALLI, 1999). A flagelina, que possui uma localização           
periplasmática, é de extrema importância para a movimentação das leptospira dentro do            
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hospedeiro (EVANGELISTA; COBURN, 2010). 
Colagenase é uma enzima capaz de quebrar a ligação peptídica do colágeno e está              
associada a dano a tecidos do hospedeiro, o que pode facilitar colonização, propagação, invasão e               
evasão do sistema imune pela bactéria (KASSEGNE et al., 2013; JANWITTHAYANAN et al.,             
2013). Parece também ter uma forte associação com hemorragia pulmonar          
(JANWITTHAYANAN et al., 2013). As sequências de genes codificantes para putativas           
colagenases parecem possuir bastante semelhança dentro de cada sorovar (Fig. 13). 
 
 
Figura 13 - Árvore mostrando a semelhança entre as sequências putativas de ​colA nos diversos               
sorovares. 
 
 
Fonte: MUSCLE. 
 
Para que se pudesse fazer maiores inferências entre as similaridades de fatores de             
virulência e a patogênese e virulência dos sv., seria necessário mais informações sobre os dados               
clínicos associados a cada sorovar. Porém é difícil ligar as linhagens com suas formas clínicas de                
leptospirose, tanto por haver poucos estudos ligando sintomas específicos de leptospirose e sua             
gravidade com sorovares ou linhagens, em geral parando-se a identificação da leptospira            
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causadora de determinado quadro clínico em nível de espécie. Também, estudos epidemiológicos            
costumam ser tendenciosos quanto a sua amostra, em função da regionalidade, da época e da               
população (AZHARI et al., 2018). Além de que não há muitos estudos com isolados de infecções                
assintomáticas, não permitindo assim estudos que possam definir um perfil de virulência            
realmente completo para as linhagens (SANTOS, 2015). Do mesmo modo, como a leptospirose             
se desenvolve e com que severidade pode ter relação com uma expressão diferencial de genes,               
porém não há estudos que tenham analisado o transcriptoma da bactéria em diferentes             
manifestações clínicas (SANTOS, 2015) 
 
3.3 ESTRUTURA DOS sRNAs 
 
O software mfold previu duas possíveis estruturas para LIC1nc30 e oito para LIC1nc50.             
A partir disso, escolheu-se para cada um aquela estrutura que o programa considerou a mais               
provável devido ao gasto de energia (Fig. 14 e 15). Para o possível LIC1nc30 modificado de sv.                 
Canicola str. DU114, o programa apenas previu uma estrutura, sendo esta a escolhida (Fig. 16). 
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Figura 14 - Estrutura mais provável do sRNA LIC1nc30. 
 
Fonte: mfold. 
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Figura 15 - Estrutura mais provável do sRNA LIC1nc50. 
 
 
Fonte: mfold. 
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Figura 16 - Estrutura mais provável do sRNA de sv. Canicola str. DU114 semelhante a 
LIC1nc30. 
 
Fonte: mfold. 
62 
 
As diferenças entre a possível estrutura de LIC1nc30 e a possível estrutura da forma              
alternativa de LIC1nc30 presente em sv. Canicola str. DU114 parecem afetar a estrutura do              
sRNA, porém atingem muitas partes configuradas em alça, indicando uma diferença de            
pareamento entre as duas formas. Mais sobre isto será tratado nos tópicos seguintes. 
 
3.4 OUTROS ALVOS DE LIC1nc30 E LIC1nc50 
 
Através dos dados obtidos pela ferramenta IntaRNA, encontrou-se outros possíveis alvos           
de regulação de LIC1nc30 e LIC1nc50, totalizando 100 outros alvos para cada sRNA.             
Escolhendo-se aqueles com um valor de p abaixo de 0,05, restou-se cinco pareamentos com              
LIC1nc30 e nenhum com LIC1nc50. Através das análises com a ferramenta BLAST, pode-se             
verificar se as sequências destes sRNAs de fato pareavam com partes do mRNA desta proteína,               
assim possibilitando que estes sRNAs funcionem como reguladores traducional. Do mesmo           
modo, verificou-se se o pareamento nos sRNAs compreendiam partes da sequência livre em             
alças, indicando que, portanto, os sRNAs seriam de fato capazes de parear com a proteína em                
questão. Com isso, viu-se que quatro destas proteínas podem de fato serem reguladas pelos              
sRNAs em questão (Quadro 7). 
 
Quadro 7 -  Possíveis Alvos de Regulação de LIC1nc30. 
 
Fonte: IntaRNA, editado pela autora. 
 
Além destes alvos, ao se fazer o IntaRNA entre os sRNAs e os fatores de virulência                
analisados no presente estudo, encontrou-se uma possível regulação traducional positiva entre           
cinco fatores de virulência para LIC1nc30 (Fig. 17 à 21) e dois para LIC1nc50 (Fig. 22 e 23).                  
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Houve pareamento entre ambos os sRNAs e os outros fatores de virulência, que não incluíam o                
RBS putativo ou o códon de início, podendo se tratar então de regulações traducionais negativas               
ou pós-transcricionais. Ou seja, é possível que estes sRNAs, ao se ligar nos mRNAs desses               
fatores de virulência, interfiram em um sítio para RNAse e afetem, portanto, a estabilidade do               
mRNA (regulação pós-transcricional), seja criando (regulação negativa) ou ocluindo (regulação          
positiva) um destes sítios. Também, é possível que os mRNAs desses fatores de virulência              
tenham uma conformação que naturalmente oclua o RBS, e que o pareamento dos sRNAs              
envolva exatamente a sequência do mRNA que está ocluindo o RBS e, por isso, ao parear, deixe                 
o RBS livre (regulação traducional positiva). 
 
Figura 17 - Pareamento entre o mRNA codificante para a putativa hemolisina esfingomielina             
fosfodiesterase LIC_12632 e LIC1nc30 
 
Fonte: IntaRNA, editado pela autora. A fita de cima representa o mRNA codificante para a putativa hemolisina,                 
enquanto a fita de baixo indica o sRNA. A marcação em verde indica o códon de início. 
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Figura 18 - Pareamento entre o mRNA codificado por ​rfbC​ e LIC1nc30. 
 
Fonte: IntaRNA, editado pela autora. A fita de cima representa o mRNA codificado por ​rfbC​, enquanto a fita de                   
baixo indica o sRNA. A marcação em verde indica o códon de início. 
 
Figura 19 - Pareamento entre o mRNA codificante para o putativo LigB e LIC1nc30. 
 
Fonte: IntaRNA, editado pela autora. A fita de cima representa o mRNA codificante para o putativo LigB, enquanto                  
a fita de baixo indica o sRNA. A marcação em verde indica o códon de início. 
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Figura 20 - Pareamento entre o mRNA codificante para o putativo LigA e LIC1nc30. 
 
Fonte: IntaRNA, editado pela autora. A fita de cima representa o mRNA codificante para o putativo LigA, enquanto                  
a fita de baixo indica o sRNA. A marcação em verde indica o códon de início. 
 
Figura 21 - Pareamento entre o mRNA codificante para a putativa Peroxirredoxina e LIC1nc30. 
 
Fonte: IntaRNA, editado pela autora. A fita de cima representa o mRNA codificante para a putativa Peroxirredoxina,                 
enquanto a fita de baixo indica o sRNA. A marcação em amarelo indica o RBS putativo. 
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Figura 22 - Pareamento entre o mRNA codificado por ​rfbB​ e LIC1nc50. 
 
Fonte: IntaRNA, editado pela autora. A fita de cima representa o mRNA codificado por ​rfbB​, enquanto a fita de                   
baixo indica o sRNA. A marcação em amarelo indica o RBS putativo. 
 
Figura 23 - Pareamento entre o mRNA codificante para a putativa Peroxirredoxina e LIC1nc50. 
 
Fonte: IntaRNA, editado pela autora. A fita de cima representa o mRNA codificante para a putativa Peroxirredoxina,                 
enquanto a fita de baixo indica o sRNA. A marcação em amarelo indica o RBS putativo. 
 
3.5 ANÁLISE DOS GENES PUTATIVAMENTE REGULADOS POR LIC1nc30 
 
A proteína hipotética possivelmente codificada por LIC_RS21900 não apresentou         
correspondência a nenhum domínio conhecido de acordo com os programas Pfam, SMART e             
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Phyre2. TCBD não identificou nenhuma possível região transmembrana, enquanto I-TASSER          
identificou um possível sítio de ligação para sulfato. Em ​Neisseria meningitidis​, já foi descrito              
uma maior expressão de transportadores de sulfato quando esta bactéria estava em contato com              
células epiteliais humanas, podendo haver uma relação entre transportadores de sulfato e            
virulência (GRIFANTINI et al., 2002) 
Já a proteína hipotética putativa codificada por LIC_RS21820, tanto o Pfam, SMART e             
Phyre2 concordam que sua proteína possui um domínio de integrase de núcleo. TCBD não              
identificou nenhuma possível região transmembrana. O programa I-TASSER identificou que esta           
proteína poderia possuir um sítio de ligação para magnésio. Já foi descrito para ​Leishmania major               
transportador de magnésio que é mais expresso durante à infecção no hospedeiro, sendo             
associado a este transportador um possível papel no auxílio à virulência (ZHU et al., 2009).               
Porém, nenhuma relação entre magnésio e virulência foi estabelecido para ​L. interrogans​. 
Em relação a proteína hipotética codificada por LIC_RS21585, Pfam, SMART e Phyre2            
não encontraram correspondência com nenhum domínio conhecido. TCBD não identificou          
nenhuma possível região transmembrana. I-TASSER também identificou um possível sítio de           
ligação para cálcio. Já foi descrita, para outras bactérias, uma relação entre cálcio e fatores de                
virulência. Por exemplo, para espécies do gênero ​Yersinia já foi descrito cálcio como um              
repressor de fatores de virulência (MEKALANOS, 1992; BÖLIN; WOLF-WATZ, 1988).          
Contudo, em ​Pseudomonas aeruginosa​, um aumento de cálcio já foi relacionado a um aumento              
da virulência, com este aumento resultando em uma maior expressão de três proteases e maior               
produção de biofilme (SARKISOVA et al., 2005). LipL32, um fator de virulência, parece ter sua               
atividade mediada por cálcio (FRASER; BROWN, 2017), sendo possível que esta proteína            
hipotética contribua para o funcionamento de LipL32, e, portanto, contribua para um aumento da              
virulência em sorovares de ​L. interrogans 
Por último, em relação ao produto gênico codificado por LIC_RS12970, Pfam e Phyre2             
não encontraram nenhum domínio conhecido, SMART e TCBD ambos encontraram uma região            
transmembrana. De acordo com o I-TASSER, é possível que esta proteína hipotética tenha um              
sítio de ligação para manose. ​L. interrogans possui a manose como principal carboidrato em sua               
superfície, o que pode estar relacionado à unidade manobiose, que consiste na principal molécula              
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polissacarídica no LPS de leptospira, sendo também um importante antígeno (GAUDART et al.,             
2008). Apesar de não haver literatura científica relacionando a manose em si à virulência, a               
manose é essencial para a produção de glicoconjugados, que são relevantes para a virulência de               
leptospiras (DIEZ et al., 2009). 
 
3.6 ANÁLISE DE sRNAs DOS SOROVARES 
 
A partir da análise de IntaRNA entre a sequência de LIC1nc30 para sv. Canicola str.               
DU114 e as termolisinas, pode-se perceber que a deleção de 95 nucleotídeos de LIC1nc30 afeta               
sua capacidade de pareamento com as termolisinas, podendo indicar uma possível perda de             
função deste sRNA em sv. Canicola str. DU114. 
Foram encontrados, em sv. Manilae isolado L495, dois sRNAs que parecem corresponder            
a partes da sequência homóloga a LIC1nc30 neste sorovar: sRNA_30_251 e sRNA_37_187.            
Estes sRNAs, ao serem analisados pelo IntaRNA quanto a possibilidade de parearem com as              
termolisinas de sv. Manilae isolado L495, pode-se perceber que sRNA_30_251 é capaz de parear              
com a sequência homóloga a termolisina LIC13322 na porção referente ao RBS putativo da              
proteína em questão (Figura 24), porém este pareamento envolve apenas dois nucleotídeos que             
estariam livres no sRNA, o que colocaria em questão sua real possibilidade de parear com a                
termolisina. Do mesmo modo, sRNA_37_187 é capaz de parear com a sequência homóloga a              
LIC13320, também na porção referente ao RBS putativo (Figura 25). Houve pareamento entre             
ambos os sRNAs e o restante das termolisinas, mas, por não abrangerem nem o RBS nem o                 
códon de início, não podem participar de uma regulação traducional negativa, todavia não se              
pode descartar uma possível regulação pós-transcricional ou ainda uma regulação traducional           
positiva.  
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Figura 24 - Pareamento entre sRNA_30_251 de sv. Manilae isolado L495 e termolisina             
homóloga a LIC13322, assim como a estrutura de sRNA_30_251. 
 
Fonte: IntaRNA e mfold, editados pela autora. A fita de cima representa o mRNA da termolisina codificada pela                  
sequência homóloga a LIC13322, enquanto a fita de baixo indica o sRNA. A marcação em amarelo indica o RBS                   
putativo, enquanto a marcação em verde indica o códon de início. A caixa vermelha na estrutura do sRNA indica o                    
local onde ocorreria o pareamento. 
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Figura 25 - Pareamento entre sRNA_37_187 de sv. Manilae isolado L495 e termolisina             
homóloga a LIC13320. 
 
Fonte: IntaRNA e mfold, editados pela autora. A fita de cima representa o mRNA da termolisina codificada pela                  
sequência homóloga a LIC13320, enquanto a fita de baixo indica o sRNA. A marcação em amarelo indica o RBS                   
putativo, enquanto a marcação em verde indica o códon de início. A caixa vermelha na estrutura do sRNA indica o                    
local onde ocorreria o pareamento. 
 
Esses dados de pareamento podem indicar que de fato estes sRNAs podem ser formas              
processadas de LIC1nc30, sendo necessário mais análises tanto em sv. Manilae isolado L495,             
quanto em sv. Copenhageni str. FIOCRUZ L1-130, à procura da existencia destes três sRNAs em               
ambas as linhagens, assim como em quais condições estes podem aparecer, o que pode trazer               
mais informações de como e quando estes sRNAs atuam. 
Todavia, a presença da sequência de LIC1nc50 sem sua expressão em sv. Manilae isolado              
L495 indica que apenas a presença da sequência desses sRNAs não se traduz necessariamente em               
sua expressão como sRNA, não permitindo que isso seja usado como uma indicação da              
conservação do sRNA LIC1nc50 nem de sua importância como sRNA regulatório. Também, pela             
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falta de trabalhos que investiguem a expressão de sRNAs em outros sorovares, não se sabe da                
possibilidade de expressão de sRNAs nestes outros sorovares. Pela diferença de expressão entre             
sv. Copenhageni e sv. Manilae, com sv. Copenhageni expressando 11 sRNAs incluindo            
LIC1nc30 e LIC1nc50 (Caimano et al., 2014), e sv. Manilae expressando mais de 200 sRNAs               
(Zhukova et al., 2017), nenhum destes incluindo qualquer forma de LIC1nc50, não é possível              
inferir o padrão de expressão de sRNAs nos outros sorovares, no máximo extrapolando esse              
padrão de expressão para linhagens dentro do mesmo sorovar. Porém, tendo em vista que há uma                
grande diferença genômica entre sorovares, ainda é questionável esta extrapolação, sendo           
necessário mais estudos em relação a expressão gênica dos sorovares. 
 
3.7 ÁRVORE FILOGENÉTICA 
 
A determinação das sequências dos genes para rRNAs (RNA ribossomal) de diversos            
organismos é usada como base para estudos filogenéticos e evolutivos (ASAI et al., 1999). O               
rRNA 16S é muito utilizado para este tipo de estudo devido a sua mudança evolucionária               
aparentemente lenta, resultando em sucessos em sua aplicação em diversos casos (ASAI et al.,              
1999), assim como por se acreditar que esta sequência seja pouco afetada por transferência              
horizontal de genes (ACINAS et al., 2004). Utilizando essa abordagem já se definiu diversos              
estudos filogenéticos, incluindo a filogenia de espiroquetas até nível de gênero (HOOKEY;            
BRYDEN; GATEHOUSE, 1993). 
Apesar da tremenda utilidade do gene codificante para o RNA ribossomal 16S em se              
propor relações filogenéticas entre grupos, sua precisão diminui ao se tratar do nível de espécie               
ou sorovar (TAN et al., 2013), sendo necessário encontrar outros marcadores que permitam             
resolver as relações destes táxons. Também, pode ser questionável o uso do 16S ao se tratar de                 
determinados grupos, já que por muitas vezes bactérias possuem para seus rRNAs múltiplos             
operons heterogêneos, geralmente envolvendo os rRNAs 16S, 23S e 5S, podendo conter entre 1 e               
15 destes operons num mesmo genoma, podendo resultar, então, em diversas sequências            
diferentes para estes rRNAs em um mesmo organismo (ACINAS et al., 2004) 
Por conta disso, para se propor uma filogenia entre os sorovares utilizados no presente              
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estudo, procurou-se na literatura outros marcadores que pudessem ser utilizados. Uma abordagem            
MLST possui uma especificidade maior ao se tratar de leptospiras patogênicas do que uma              
abordagem utilizando o gene codificante para o rRNA 16S, apresentando um número menor de              
ramos ambíguos. Outros estudos utilizando a abordagem MLST para a filogenia de leptospiras             
patogênicas já demonstraram um potencial desta abordagem em definir a filogeografia das            
espécies de leptospira através do tempo e de também ligá-las aos seus hospedeiros de              
manutenção (BOONSILP et al., 2013). Com isso em mente, a árvore filogenética presente na              
figura 26 foi montada utilizando uma abordagem MLST. 
 
Figura 26. Árvore filogenética de sorovares de ​L. interrogans​. 
 
Fonte: MEGA7. 
 
 
Não houve um agrupamento dos sorovares nesta árvore filogenética, isso pode ser devido             
a uma não especificidade dos genes utilizados na abordagem MLST em nível de sorovar. Porém,               
isso pode ter acontecido também pois, de acordo com estudos anteriores, sorovares não são bons               
indicadores de semelhança genética e podem variar imensamente até dentro de uma mesma             
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linhagem, provavelmente devido à transferência horizontal de genes (BOONSILP et al., 2013).            
Contudo, outros estudos corroboram com a primeira hipótese, notando que, em filogenias            
utilizando MLST, as linhagens de leptospiras em questão agrupavam-se em relação à espécie, e              
não em relação ao sorogrupo ou sorovar (NALAM et al., 2010; JAEGER et al., 2018). 
No estudo de Jaeger e colaboradores (2018), a árvore filogenética presente no estudo             
agrupava sv. Copenhageni str. FIOCRUZ L1-130 e sv. Copenhageni FDA-ARGOS 203 como            
grupos irmãos, assim como sv. Canicola str. RUFN e sv. Canicola str. DU114, o que não                
acontece neste presente estudo. Em contrapartida, Jaeger e colaboradores não incluíram str. RCA             
em sua análise filogenética, portanto, possivelmente justificando sua posição nesta árvore           
separando sv. Canicola str. RUFN e sv. Canicola str. DU114 como grupos irmãos. 
Era esperado que as linhagens pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae, ao qual o            
sorovar Copenhageni e Icterohaemorrhagiae fazem parte, formassem um grupo dentro da           
filogenia, tendo em vista que o sorogrupo Icterohaemorrhagiae é considerado ter suas linhagens             
no mundo todo muito similares entre si (JAEGER et al., 2018), com poucas diferenças genéticas               
entre os sorovares Copenhageni e Icterohaemorrhagiae (SANTOS, 2015), porém este não foi o             
caso encontrado nesta filogenia.  
De acordo com outro estudo, sv. Hardjo-prajitno str. Hardjoprajitno possui 99,9% de            
similaridade com sv. Hardjo str. Norma quanto a sequência nucleotídica (LLANES; RESTREPO;            
RAJEEV, 2016), contrariando o resultado dado na árvore deste trabalho. Este mesmo estudo,             
considerou que sv. Manilae seria o sorovar mais provável de estar na base da árvore, o que                 
novamente contraria o resultado aqui encontrado. 
Em geral, considera-se que características suficientemente complexas dificilmente        
evoluirão mais que uma vez independentemente, agrupando, portanto, táxons que compartilhem           
este tipo de característica (WOESE, 1987), com isso, esperava-se que sv. Lai str. IPAV e sv. Lai                 
str. 56601 estivessem agrupados como grupos irmãos, tendo em vista que ambas as linhagens              
possuem uma forma alternativa da termolisina LIC13322, com 100% de similaridade entre si.             
Concordando com esta ideia, estudos anteriores caracterizaram essa duas linhagens como muito            
parecidas entre si (HUANG et al., 2014). 
Levando em conta todas estas divergências entre esta filogenia e outros estudos,            
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propõe-se utilizar outro tipo de método para classificar filogeneticamente e/ou genotipar           
sorovares de ​L. interrogans​. Sendo de suma importância que se ache este tipo de método, tendo                
em vista que este seria um passo essencial para que seja possível coletar e analisar dados concisos                 
e transponíveis entre estudos baseados neste tipo de classificação, que já é possível para outras               
espécies de bactéria (AHMED et al., 2011). 
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4 CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 
 
4.1 CONCLUSÃO 
 
Não foi possível realizar correlações entre sorovares e distribuição de fatores de            
virulência sob um ponto de vista evolutivo, sendo possivelmente necessária uma maior seleção de              
fatores de virulência para análise, assim como mais estudos identificando outros possíveis fatores             
de virulência. Também é necessário mais estudos em relação ao transcriptoma de cada sorovar              
sob diversas condições clínicas para que se possa fazer uma análise mais confiável relacionando              
expressão de determinados fatores de virulência e a virulência e patogênese de cada sorovar. 
É possível que os sRNAs analisados neste trabalho, tanto de sv. Manilae isolado L495              
quanto sv. Copenhageni str. Fiocruz L1-130, regulem diversas proteínas, principalmente de modo            
traducional negativo. Incluindo nestas proteínas fatores de virulência bem descritos, como as            
termolisinas, e proteínas hipotéticas com possíveis papéis como fatores de virulência, sendo            
necessário mais estudos para caracterizar tais proteínas hipotéticas. 
É possível que sv. Manilae isolado L495 possua sRNAs equivalentes a LIC1nc30 de sv.              
Copenhageni str. Fiocruz L1-130, o que pode significar que outros sorovares também possuam             
sRNAs homólogos a LIC1nc30, porém ainda é necessário mais estudos analisando o            
transcriptoma dos diversos sorovares em mais de uma condição para que seja possível se tirar               
maiores conclusões. 
O método MLST (fazendo uso de oito loci) pode não ser o ideal tanto para genotipagem                
quanto para filogenia em nível de sorovar e linhagem, sendo necessário procurar algum outro              
método que permita esta especificidade (e.g. MLST usando 50 loci). 
Levando-se em conta que todas as análises feitas no presentes estudo foram ​in silico​,              
apenas é possível indicar as possibilidades de regulação dos sRNAs, assim como dos genes de               
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virulência, sendo necessário estudos ​in vivo​ para confirmações mais concretas. 
 
4.2 PERSPECTIVAS 
 
Usando como base os dados obtidos nesta dissertação, propõe-se montar uma linhagem de             
L. interrogans ​sv. Copenhageni str. Fiocruz L1-130 que seja capaz de expressar de forma              
constitutiva os pequenos RNAs LIC1nc30 e LIC1nc50 e que se avalie o efeito destes na produção                
das diversas termolisinas, assim como na produção de outros fatores de virulência, e na fisiologia               
da bactéria, comparando-se também com uma linhagem não modificada de ​L. interrogans ​sv.             
Copenhageni str. Fiocruz L1-130. 
Pouco se sabe sobre informações básicas de cada sorovar de ​L. interrogans​, sendo             
necessário se fazer muitos estudos de base para que seja possível fazer mais análises ​in silico que                 
permitam maiores inferências, assim como guiar melhor estudos acerca do tema. 
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